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RESUMEN 

La expresión de proteínas heterólogas a través del uso de vectores de virus de plantas re- 
presenta una estrategia novedosa, rápida, inocua y de bajo costo. No obstante, la mejora 
permanente de estos sistemas de producción de péptidos recombinantes exige una actua- 
lización constante en relación a los diferentes aspectos que determinan el uso de este 
tipo de productos biológicos. Por ejemplo, propiedades físico-químicas tales como esta- 
bilidad térmica, solubilidad, equilibrio ácido, hidrofobicidad, farmacocinética, tasa de eli- 
minación sistémica, plegamiento; otras características como antigenicidad, afinidad por 
sus ligandos cognados, digestión enzimática y modificaciones post-traduccionales, son 
algunas de las cualidades que se deben considerar para expresar correctamente una pro- 
teína biológicamente funcional. De estas propiedades, la glicosilación, un tipo de modi- 
ficación post-traduccional comün en todas las células eucarióticas, ha tenido especial 
interés debido a las diferencias en los patrones de glicosilación observados entre plantas 
y animales. Por esta razón, se presenta una breve revisión con la cual se busca abordar no 
sólo los logros que la glicobiología ha permitido obtener en el campo de la producción de 
péptidos heterólogos, sino también de los trabajos más relevantes alcanzados a través de 
la tecnología de las VLPs. 

PALABRAS CLAVE: Agricultura molecular, expresión transitoria, glicobiología, proteínas 
heterólogas, 


ABSTRACT 

The expression of heterologous proteins through plant virus vectors-use represents a no- 
vel, fast, innocuous and low cost strategy. However, the permanent improvement of these 
recombinant peptide production systems demands a constant update in relation to the di- 
fferent aspects that determine the use of this type of biological products, for example, ph- 
ysicochemical properties such as thermal stability, solubility, acid equilibrium, 
hydrophobicity, pharmacokinetics, systemic elimination rate, folding; other characteristics 
such as antigenicity, affinity for its related ligands, enzymatic digestion and post- 
translational modifications, are some of the qualities that must be considered to correctly 
express a biologically functional protein. Of these properties, glycosylation, a type of post- 
translational modification common in all eukaryotic cells, has been of special interest due 
to differences in glycosylation patterns observed between plants and animals. For this 
reason, a brief review is presented which seeks to address not only the achievements that 
glycobiology has allowed to obtain in the area of heterologous peptide production, but also 
from the most relevant works achieved through VLPs technology. 

KEY WORDS: Molecular farming, transient expression, glycobiology, heterologous proteins. 
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INTRODUCCIÓN 


La agricultura molecular de plantas a través de 
la implementación de las nuevas tecnologías de 
la biología molecular, ha dado pasos agi- 
gantados durante los últimos años que han he- 
cho posible el desarrollo de compuestos bio- 
lógicos importantes con aplicaciones médicas. 
Biofármacos tales como anticuerpos, sustitutos 
de productos sanguíneos, vacunas, hormonas, 
citokinas y una gran variedad de otros agentes 
terapéuticos se han expresado a través de 
múltiples sistemas biológicos especialmente 
diseñados para producir esta clase de moléculas 
fisiológicamente activas. 

Por otra parte, estos sistemas de expresión 
heteróloga en plantas están siendo empleados 
para solventar muchos de los problemas re- 
lacionados con otros sistemas convencionales 
de expresión de proteínas; como por ejemplo, la 
ausencia de la maquinaria involucrada con la 
modificación pos-traduccional en bacterias, lo 
que dificulta la producción de proteínas 
multiméricas complejas en este tipo de sistema 
(Marusic et al. 2007), la glicosilación incorrecta 
que se observa cuando se emplean células de 
levaduras que con frecuencia originan proteí- 
nas hipo o hiperglicosiladas y repercuten sobre 
su funcionamiento, la demanda de complejas 
plataformas de expresión necesarias para rea- 
lizar el cultivo de células de insectos y mamí- 
feros o el uso de animales transgénicos (Verch 
et al. 1998), aunado al hecho de que estas insta- 
laciones requieren de un alto nivel de biosegu- 
ridad para evitar posibles focos de infección por 
proteínas contaminadas con toxinas, priones o 
virus que afectan animales (Ma et al. 2003). 

En este sentido, el constante crecimiento de 
las nuevas estrategias de expresión de péptidos 
heterólogos en plantas, ha incrementado el inte- 
rés de la empresa farmacéutica privada por las 
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diferentes plataformas de producción de proteí- 
nas recombinantes en dichos sistemas. Dentro 
de estas plataformas la que más auge tiene ac- 
tualmente a nivel mundial es la que se apoya en 
los vectores de virus de plantas, y en una adap- 
tación de ésta denominada tecnología de las 
VLPso Virus-Like Particles por sus siglas en inglés. 

Algunas ventajas que ofrecen estos ültimos 
sistemas incluyen, alto rendimiento de proteí- 
nas libres o no fusionadas al virión quimérico, 
integración estable de la secuencia foránea den- 
tro del genoma del virus pero no dentro del ge- 
noma vegetal (por lo que limita su hereda- 
bilidad), amplificación del gen foráneo por la 
replicasa viral, capacidad de replicación de los 
virus en un amplio rango de especies vegetales, 
máximo rendimiento alcanzado entre uno a 
tres meses una vez que la planta es inoculada 
con el virus quimérico, bajo costo de produc- 
ción, y gran aceptación como método de expre- 
sión transitoria sobre cualquier otro sistema 
que emplea plantas “in vivo” como medio de 
producción. 

Un aspecto importante de considerar, cuan- 
do se emplean estos sistemas de expresión he- 
teróloga, es la complejidad de las modifi- 
caciones post-traduccionales propias de las cé- 
lulas eucariotas, tales como la N-glicosilación, 
la O-glicosilación, el establecimiento de puen- 
tes disulfuros y el control del plegamiento pro- 
teico, características que son de necesario 
cumplimiento para reproducir la estructura na- 
tiva de las glicoproteínas. En este sentido, se 
presenta la siguiente revisión bibliográfica con 
la cual se busca recabar la información más re- 
levante, disponible y accesible, relacionada con 
el uso actual de los vectores de virus de plantas 
como herramientas biotecnológicas para la 
producción de proteínas recombinantes. 
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ESTADO ACTUAL DE LA PRODUCCIÓN 
DE PEPTIDOS RECOMBINANTES BASADA 
EN VECTORES DE EXPRESION VIRAL 


Los vectores de expresión viral de plantas son 
herramientas biotecnológicas que permiten 
realizar estudios de caracterización funcional 
de genes de interés, debido a su capacidad para 
producir proteínas recombinantes a gran escala 
y de manera rápida (Kagale et al. 2012). Actual- 
mente este tipo de vectores basados en genomas 
virales goza de gran auge en laboratorios de 
investigación, empresas farmacéuticas y labora- 
torios de biotecnología comercial, por la forma 
en cómo han permitido soslayar muchas de las 
dificultades que acompañan al resto de los sis- 
temas de expresión de péptidos heterólogos. 
Por ejemplo, la ausencia de la maquinaria de 
modificación post-traduccional en los sistemas 
procarióticos que limitan la producción de pro- 
teínas multiméricas complejas (Marusic et al. 
2007), la hiperglicosilación de péptidos en célu- 
las de levaduras que con frecuencia generan 
proteínas con baja estabilidad estructural, la 
demanda de complejas plataformas de expre- 
sión, los elevados costos de producción y las es- 
trictas medidas de seguridad que requieren los 
sistemas basados en el cultivo de células de in- 
sectos o mamíferos y en el uso de animales 
transgénicos (Verch et al. 1998). Esto explica el 
vertiginoso crecimiento que ha experimentado 
la agricultura molecular basada en la produc- 
ción de proteínas recombinantes farmacoló- 
gicamente útiles en plantas superiores (Badri et 
al. 2009). 

Este sistema de expresión híbrido, con- 
formado por una parte por la planta hospedera, 
quien funge como el biorreactor donde se pro- 
ducen, ensamblan y almacenan los péptidos 
heterólogos, y por otra parte el vector viral en- 
cargado de transportar y entregar el constructo 
genético que se desea expresar; ofrece solucio- 


nes para algunos de los problemas relacionados 
con los sistemas convencionales. Por ejemplo, 
ausencia de riesgo de contaminación con pató- 
genos de humanos como virus o priones (Ma et 
al. 2003), bajo costo de producción (especial- 
mente para la producción a gran escala), alto 
rendimiento de la proteína foránea, anticuerpos 
ensamblados apropiadamente o con un plega- 
miento proteico equivalente al encontrado en 
otros sistemas eucarióticos, posibilidad de ex- 
presar anticuerpos “humanizados”, expresión 
de vacunas multicomponentes en un mismo 
tejido u órgano vegetal, facilidad de manejo de 
plantas en invernadero, rápida distribución de 
plantas a escala mundial, posibilidad de produ- 
cir vacunas comestibles para la vacunación ma- 
siva y producción de péptidos altamente 
inmunogénicos. 

El primer intento en el desarrollo de vecto- 
res virales de plantas incluyó el uso de virus con 
genomas de ADN; sin embargo, la complejidad 
de los ciclos de replicación de esta clase de virus 
los hace incompatible para alcanzar altos nive- 
les de expresión de la proteína foránea (Cañiza- 
res et al. 2005). Por tal motivo, la mayoría de los 
vectores virales emplea virus que poseen geno- 
mas de ARN bicatenario o monocatenario con 
polaridad positiva. En este sentido, la expresión 
de proteínas a través de este sistema aprovecha 
la fácil manipulación de los clones de ADN 
complementario de virus vegetales con geno- 
mas de ARN simple banda (Cañizares et al. 
2005, Komarova et al., 2010) y la capacidad que 
poseen los transcritos virales modificados para 
ser traducidos directamente en células vegetales 
aisladas o en plantas completas. 

Inicialmente se diseñaron dos sistemas bá- 
sicos de expresión basados en vectores virales 
que se encuentran ubicados dentro del grupo de 
los vectores de primera generación. El primero 
de ellos denominado “Sistema de expresión de 
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polipéptidos”, se emplea para expresar proteínas 
recombinantes completas no fusionadas que se 
acumulan dentro de la planta, y el segundo co- 
nocido como "Sistema de presentación de epíto- 
pes”, en el cual el vector viral es diseñado de 
forma tal que un péptido antigénico corto es fu- 
sionado a la cubierta proteica del virión y pos- 
teriormente es desplegado sobre la partícula del 
virión ensamblado (Yusivob et al. 1997, Maru- 
sic et al. 2001, Donini et al. 2005; Noguera & 
Fermín 2013). Este último sistema ha servido 
de base para desarrollar una plataforma conoci- 
da como “Virus-Like Particles" o VLPs, la cual 
permite desarrollar vacunas para muchas de las 
patologías que afectan actualmente al hombre. 
La tecnología de las VLPs permite producir en 
un corto período de tiempo viriones no infec- 
tivos; es decir, partículas virales desprovistas de 
su ácido nucleico, pero ensambladas apro- 
piadamente expresando sobre su cubierta la 
secuencia completa de un péptido inmunogéni- 
co, un anticuerpo o una vacuna. Algunos ejem- 
plos de la aplicación de esta reciente tecnología, 
denominada VLPExpressTM y ProficiaTM, 
son el desarrollo de una vacuna cuadrivalente 
que está diseñada para contrarrestar los 
embates ocasionados a nivel mundial por la 
cepa H1N1 del virus de la influenza (estudio 
fase III), la producción de una vacuna candidata 
contra la raza H5N1 (estudio en fase IT) y una 
vacuna trivalente contra las razas H1N1, H3N2 
e influenza virus B (estudio fase IT), responsab- 
les de muchas de las influenzas estacionales 
(Pillet et al. 2016, MEDICAGO, 2018). 
Adaptaciones posteriores en el uso de la 
tecnología de los vectores de expresión viral de 
primera generación, incluyen el uso de versio- 
nes deconstruidas de sus genomas (Hefferon 
2012). Esta modalidad consiste en un sistema 
de vectores binarios en el que el genoma viral se 
encuentra repartido entre dos plásmidos y la 
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secuencia codificante del gen de interés está 
asociada al gen de la proteína de cápside viral 
que se ubica en uno de los episomas (FIGURA 1). 
Las ventajas principales de esta aproximación 
son, aumento de la estabilidad del gen foráneo 
dentro del constructo, rapidez en la expresión 
del péptido heterólogo y alta producción de un 
gran número de proteínas farmacéuticas 
recombinantes, algunas de las cuales se encuen- 
tran actualmente en evaluación clínica (Peyret 
& Lomonossoff 2015). Esta estrategia experi- 
mental que define a los vectores virales de 
segunda generación, surge para dar respuesta a 
las limitaciones relacionadas con la replicación 
del genoma viral, la inestabilidad del constructo 
ocasionada por el tamaño del gen de interés, los 
problemas asociados a algunas funciones inde- 
seadas del vector que se desean eliminar, con la 
necesidad de añadir o reubicar funciones que 
no derivan directamente del virus, o 
simplemente para delegar funciones que son 
necesarias y que pueden ser proporcionadas 
por la célula hospedera (Gleba et al. 2004). 
Actualmente se encuentran disponibles 
versiones deconstruidas para algunos virus de 
ARN que infectan plantas dicotiledóneas, den- 
tro de ellos se ubican el virus del mosaico del ta- 
baco (Tobamovirus), el virus x de la papa 
(Potexirus), el ARN-2 del virus del mosaico del 
caupí (Comovirus), el virus sonajero del tabaco 
(Tobravirus) y el virus enanizante amarillo del 
tabaco (Mastrevirus). En referencia a las 
especies de virus con genomas deconstruidos 
que infectan plantas monocotiledóneas se 
pueden señalar al virus enanizante del trigo, al 
virus del rayado del maíz (ambos del género 
Mastrevirus, Familia Gemiviridae), y al virus del 
mosaico de la cebada (Hordeivirus) (Peyret & 
Lomonossoff 2015). De igual forma se encuen- 
tran accesibles en diversos laboratorios a nivel 
mundial las versiones de genoma completo de 


AVANCES EN LA PRODUCCIÓN DE PROTEÍNAS RECOMBINANTES..., págs. 60-79 65 


o 


Lm a —a[: 


o 


Replicase 


P $$" re 


x 


s GOI cP 
TDA 


FIGURA 1. Representación esquemática de las versiones completa (A) y deconstruida (B) de un vector de expresión basado en el 
genoma del virus del mosaico de tabaco (TMV). Se muestran la ubicación de los genes de la replicasa viral, la proteína de 
movimiento (MP), la proteína de cápside (CP), los sitios de recombinación específica (RS), el promotor 35S del virus del mosaico del 
coliflor (P35S) y la secuencia de terminación de la nopalina sintasa de Agrobacterium tumefaciens (TNos). Cuando se utiliza un virus 
deconstruido (b), los dos módulos se recombinan por los sitios RS dentro del nücleo y se restablece la secuencia completa del 
vector quimérico (Hefferon, K., Virology 433, 1-6 (2012) doi: 10.1016/j.viro.2012.06.012). 


muchos de estos vectores; por ejemplo, dentro 
de los más utilizados hasta el presente se 
encuentran el virus del mosaico del caupí 
(CPMV), el virus del mosaico del pepino 
(CMV), el virus del mosaico de la alfalfa (AM V), 
el virus arbustivo enanizante del tomate 
(TBSV), el virus de la viruela del ciruelo (PPV), 
el virus x de la papa (PVX), el virus del mosaico 
del tabaco (TMV), el virus de la necrosis del ta- 
baco (TNV), el virus del mosaico amarillo del 
calabacín (ZYMV) y, más recientemente, el 
virus de la tristeza de los cítricos (CTV) que 
infecta plantas leñosas (FIGURA 2) (Folimonov et 
al. 2007, Lico et al. 2012). 

Otras mejoras al sistema de vectores virales 
de segunda generación involucran cambios en 
el método de inoculación o entrega de los vec- 
tores modificados a la planta hospedera. Esta 
estrategia, conocida como “magnifección” o 
MagnICONTM (Icon Genetics, Halle, Alema- 
nia), utiliza un sistema híbrido entre los vecto- 
res virales y el mecanismo de infección de la 
bacteria patógena de plantas Agrobacterium 
tumefaciens (Hooykaas & Schilperoort 1992, 
Valderrama et al. 2005, Komarova et al. 2010, 


Husk et al. 2014). La expresión transitoria de la 
proteína foránea se logra luego de realizada la 
agroaspersión o agroinfiltración de dos módu- 
los separados conformados por el genoma de 
un vector de expresión viral deconstruido, los 
cuales son ensamblados dentro de la célula 
vegetal utilizando la información genética y la 
maquinaria metabólica de Agrobacterium para 
generar un replicón viral funcional (Hefferon et 
al. 2012, Lico et al. 2012, Klimyuka et al. 2014). 

Una aproximación experimental posterior 
emplea un vector basado en el genoma del TMV 
que carece de la secuencia codificante de la pro- 
teína de cápside (Kagale et al. 2012). Esta última 
modificación genera un incremento de cien 
veces la acumulación de la proteína recombi- 
nante, lo que a su vez se ve favorecido por el 
método de inoculación vía agroaspersión ya 
mencionado (FIGURA 3). Adicionalmente, se 
reubica el marco de lectura del gen foráneo más 
cerca del extremo 3° del replicón viral, con la 
finalidad de proporcionarle más estabilidad al 
inserto, y se añade la secuencia codificante de la 
proteína supresora del silenciamiento viral P19 
del virus enanizante del tomate (TBSV), au- 
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FIGURA 2. Organización genómica de los virus de plantas utilizados para expresar proteínas recombinantes. Las posiciones donde 
se insertan los genes de interés se identifican con cajas de líneas entrecruzadas. Las funciones de algunos genes se detallan a 
continuación. POL/RdRp: ARN polimerasa dependiente de ARN, MP: proteína de movimiento, CP: proteína de cápside, sgP: promotor 
sub-genómico, TGB: bloque triple de genes, P1-Pro: proteasa P1, HcPro: componente auxiliar de la proteasa, CI/HEL: helicasa, VPg: 
proteína viral de anclaje/cebadora, Pro: proteasa, Pro-C: cofactor de proteasa, CPL: proteína de cápside grande, CPS: proteína de 
cápside pequeña, L-Pro: secuencia líder de la proteasa, Mtr: metiltransferasa, Hsp: gen homólogo de la proteína de choque 
térmico, CPm: proteína menor de cápside (Noguera Arnaldo & Fermín Gustavo, Avances en Biomedicina, 2(3), 137-53 (2013). 


mentando asíla producción del péptido heteró- 
logo entre 10 y 25 veces su cantidad. 

El resto de los cambios realizados a los vec- 
tores de segunda generación involucran, el uso 
del sistema de clonación GatewayTM para 
facilitar la recombinación sitio-específica, alte- 
ración del uso de codones para aumentar la 
eficiencia de la replicasa viral (RdRp), adición 


de intrones propios de plantas dentro de la 
secuencia codificante de la RdRp y de la proteí- 
na de movimiento para evitar su clivaje, y final- 
mente la remoción de sitios de "splicing" del 
transcrito primario. 

Alcances más recientes de la expresión de 
proteínas recombinantes en plantas, utiliza la 
sobreexpresión mediada por vectores basados 
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FIGURA 3. Representación esquemática de los mecanismos de inoculación-infección mediada por Agrobacterium tumefaciens (A) 
y por vectores de virus de plantas (B). En(A) se observa un modelo de inoculación a través del método de agroaspersión de un 
vector viral deconstruido desprovisto de la proteína de cápside (1), y la posterior infección generalizada que ocurre gracias al 
movimiento intercelular vía plasmodesmos del genoma viral quimérico (2 Y 3). En(B) se representa la inoculación localizada con 
ARN modificado de un vector viral de genoma completo (4) y su consecuente infección a corta distancia que es dependiente de la 
proteína de movimiento a través de plasmodesmos (5) y la infección sistémica vía tejido de conducción (floema) mediada por la 


proteína de cápside (6). 


en los virus del mosaico rayado de la cebada 
(BSMV) y del mosaico rayado del trigo 
(WSMV) (Bouton et al. 2018). Este trabajo 
enmarca la inclusión en las tecnologías de ex- 
presión de péptidos heterólogos, a diversas 
especies de cereales cultivadas y no cultivadas 
(malezas) como por ejemplo, el maíz, el trigo, el 
sorgo, la cebada y algunas especies de malezas 
como Setaria viridis y S. italica. 

De igual forma se han introducido mejoras 
en el sistema de expresión transitoria mediada 
por A. tumefaciens que permiten producir 
múltiples polipéptidos recombinantes de ma- 
nera simultánea a partir de un único constructo 
viral. Estas proteínas que son expresadas de 
forma no fusionada pueden posteriormente ser 
ensambladas dentro de la célula vegetal, en una 


única estructura multicomponente con mayor 
nivel de complejidad. Algunos ejemplos de esta 
aplicación fueron reportados por Thuenemann 
et al. (2013) y Dennis et al. (2018), quienes des- 
arrollaron VLPs de los Orbivirus causantes de la 
lengua azul (BTV) y de la enfermedad del ca- 
ballo africano (AHSV) respectivamente, para lo 
cual emplearon las cuatro proteínas que com- 
ponen sus cubiertas proteicas (FIGURA 4). Este 
proceso, considerado por los autores de estos 
trabajos como biológicamente funcional, rápi- 
do, simple, escalable y económicamente viable; 
fue ejecutado usando la familia de vectores vira- 
les pEAQ basado en el genoma del virus del mo- 
saico del caupí (CPMV-HT, HT: HyperTransfer), 
y cuyo sistema fue diseñado inicialmente por 
Sainsbury et al. (2009). 
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FIGURA 4. Representación esquemática de los constructos creados a partir de la familia de vectores pEAQ para expresar las 
proteínas estructurales del Orbivirus causante de la enfermedad del caballo africano (AHSV), serotipo 5. (^) Estructura de los genes 
codificantes de las proteínas estructurales VP2, VP3, VP5 y VP7 del AHSV, se destacan los sitios de restricción empleados para 
realización la ligación al vector pEAQ-HT. (B) Diagrama estequiométrico de las proteínas VPs y la forma en cómo se ensamblan en 
partículas como virus (VLP). (C) VLPs provenientes de extracto foliar de plantas de N. benthamiana y observadas a través de 
microscopía electrónica de transmisión. (D) Separación de las proteínas VPs mediante SDS-PAGE seguido por tinción con azul de 
Coomassie. 1, 2 y 3 representan tres fracciones diferentes de extractos foliar crudo purificadas por gradiente de densidad (Dennis 
Susan, et al., Plant Biotechnology Journal 16(2): 442-50 (2018), doi: 10.1111/pbi.12076). 
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Con este mismo enfoque se construyeron 
un grupo de vectores denominados pEff, con el 
que se han producido simultáneamente múl- 
tiples antígenos a partir de un solo evento de 
ligación-expresión. El sistema pEff consta de un 
vector de 13 kilobases fabricado empleando 
elementos genéticos del PVX, y el cual fue utili- 
zado para estandarizar la producción de una 
vacuna candidata constituida por el ectodomi- 
nio dela proteína de membrana M2 del virus de 
la influenza, fusionada al antígeno nuclear 
(core) del virus de la hepatitis B (Mardanova et 
al. 2017). Los resultados reportados en este en- 
sayo demostraron la eficiencia y rapidez de este 
vector para producir antígenos recombinantes 
en plantas de Nicotiana benthamiana "in vivo”. 
Estas últimas estrategias descritas acerca de la 
producción de vacunas multicomponentes o 
multiepítopes representan un avance significa- 
tivo del trabajo inicialmente reportado por Ver- 
ch et al. (1998), quienes utilizando el vector 
viral TMV30B lograron expresar y ensamblar 
en células de tabaco un anticuerpo monoclonal 
denominado CO17-1A, que está dirigido 
contra un tipo de antígeno de cáncer colorectal. 

Por otra parte, se comenzaron a estandarizar 
estrategias de expresión basadas en vectores con 
genomas de ADN monocatenario. Una apli- 
cación reciente de este sistema se logró utilizan- 
do elementos genéticos de los virus del rizado 
foliar del algodón (CLCuMV), del rizado foliar 
del tomate (TYLCV), así como de elementos 
virales satélites asociados a estos virus (Kachoie 
et al. 2018). A partir de este vector se constru- 
yeron quimeras virales portando el gen de la 
proteína de cápside p24 del VIH-1 en sustitu- 
ción del elemento betasatélite C1 (&C1), que 
comúnmente se asocia con la replicación y el 
desarrollo de síntomas ocasionados por los dos 
Geminivirus mencionados previamente (Fau- 
quet et al. 2005). Los resultados de este estudio 


permitieron determinar la expresión exitosa de 
p24 en plantas de N. benthamiana y N. glutinosa 
cuando éstas fueron inoculadas con el vector 
viral CLCuMV modificado; es decir, sustituyen- 
do la secuencia de PC1 por la de p24. De esta 
forma se logró evidenciar la eficiencia que po- 
see este vector de ADN para entregar genes fo- 
ráneos en plantas y el efecto supresor del 
componente C1 sobre la replicación genómica 
del vector CLCuMV y la expresión de péptidos 
heterólogos. 


CONTROVERSIA ENTRE LOS PATRONES 
DE N-GLICOSILACION Y . 
0-GLICOSILACION DE PROTEINAS 
RECOMBINANTES EN PLANTAS 

Una consideración importante de los sistemas 
de expresión heteróloga de proteínas es la 
complejidad de las modificaciones post-traduc- 
cionales, tales como glicosilación, fosforilación, 
metilación, acetilación, formación de puentes 
disulfuros y plegamiento, que son necesarias 
para reproducir la estructura nativa y bioló- 
gicamente activa de las proteínas. En plantas, el 
retículo endoplasmático (RE) el cual es el com- 
partimiento sub-celular que funciona como 
puerta de entrada a la vía secretora (Marusic et 
al. 2009), es el lugar de mayor importancia para 
que ocurran las reacciones de glicosilación y 
establecimiento de puentes disulfuros (Helei- 
nius & Aebi 2001). 

La razón por la cual la vía secretora de 
plantas ha sido ampliamente explotada para la 
producción de proteínas farmacéuticas impor- 
tantes, radica en la mayor estabilidad que posee 
la proteína heteróloga cuando es almacenada en 
compartimientos sub-celulares donde predo- 
mina un ambiente oxidativo, pocas proteasas y 
baja actividad hidrolítica, características pro- 
pias del RE (Ko et al. 2009, Marusic et al. 2009). 
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Además, este compartimiento puede tolerar 
alta acumulación de proteínas solubles sin 
comprometer el funcionamiento celular (Wan- 
delt et al. 1992). No obstante, aun cuando el 
plegamiento que puedan sufrir las proteínas en 
el RE ha evolucionado para favorecer su esta- 
bilidad y actividad biológica, la retención en el 
lumen del RE de polipéptidos que naturalmente 
residen en el citosol puede cambiar su plega- 
miento y tener efectos adversos sobre su funcio- 
namiento (Noguera & Fermín 2013). Esta 
consecuencia deriva básicamente de la di- 
ferencia existente entre los patrones de glicosi- 
lación de estos compartimientos. 

Diversos trabajos han mostrado especial 
interés acerca de la divergencia en los pasos de 
glicosilación que ocurren en el Golgi medio y 
trans entre células de plantas y mamíferos (He- 
Ilwig et al. 2004, Ko & Koprowski et al. 2005). 
Aun cuando el patrón de glicosilacion que ocu- 
rre en residuos específicos de asparaginas 
(NXS/T) durante su paso por el lumen del RE y 
el Golgi cis es bastante conservado entre estos 
dos tipos celulares (Ko et al. 2009), el uso en hu- 
manos de muchas glicoproteínas de impor- 
tancia terapéutica derivadas de plantas ha teni- 
do aplicaciones limitadas. La desventaja princi- 
pal de esta clase de proteínas recombinantes 
está asociado con el tipo de N-glicanos propios 
de células vegetales [B(1,2)-xilosa y a(1,3)-fu- 
cosa] que son afiadidos a la estructura de las 
proteínas durante su desplazamiento por los 
compartimientos del Golgi medio y trans (FIGURA 
5). Esto se debe básicamente a que los residuos 
de xilosil y fucosil sobre los complejos N- 
glicanos de plantas han demostrado ser el epíto- 
pe clave responsable de la alergenicidad en hu- 
manos de este tipo de glicoproteínas (Doran 
2000). 

Dada la marcada plasticidad del proteoma 
de las plantas se han sugerido diversas estra- 
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tegias para evitar la adición de los glicanos pro- 
pios de células vegetales a los péptidos heterólo- 
gos. Por ejemplo, la co-expresión de múltiples 
proteínas que permitan manipular cuida- 
dosamente la vía secretora en plantas para pro- 
ducir polipéptidos con patrones de glicosi- 
lación similar al que ocurre en mamíferos. Tal 
es el caso de la “humanización” de la maquina- 
ria de glicosilación que busca expresar las enzi- 
mas Q(1,4)-galactosiltransferasa y sialiltrans- 
ferasa en plantas. Otras alternativas que se 
pueden implementar para soslayar la adición de 
los glicanos inmunogénicos de plantas inclu- 
yen, uso de péptidos señales propios de la vía 
secretora, maduración proteolítica a lo largo de 
la misma vía de producción, identificación y ex- 
presión de chaperonas moleculares que pro- 
porcionen estabilidad a la glicoproteína expre- 
sada, retención de la glicoproteína recombinan- 
te en el lumen del RE mediante la adición en el 
extremo C-terminal de la secuencia del hexa- 
péptido señal “SE(H/K)DEL, para prevenir las 
glicosilaciones tardías específicas de células 
vegetales (Margolin et al. 2018). De igual forma 
se puede añadir la secuencia de la prolamina “y- 
zein” del maíz, la cual permite formar cuerpos 
proteicos y acumularlos en altas cantidades en 
este compartimiento sub-celular (Marusic et al. 
2009). 

Contrariamente, y a pesar de las diferencias 
significativas de la O-glicosilación entre plantas 
y animales, la ingeniería genética vegetal ha es- 
tado enfocada en estrategias que utilizan delibe- 
radamente los O-glicanos específicos de plantas 
sobre péptidos recombinantes (Webster & Tho- 
mas 2012). Este tipo de modificación consiste 
en la adición de oligosacáridos al oxígeno del 
grupo hidroxilo sobre la cadena lateral de los 
aminoácidos serina, treonina, hidroxilisina o 
hidroxiprolina, y su empleo se debe al amplio 
rango de características estructurales y funcio- 


AVANCES EN LA PRODUCCIÓN DE PROTEÍNAS RECOMBINANTES..., págs. 60-79 n 


y 
Transporte — Transporte 
retrogrado — €) anterógrado 


FIGURA 5. Patrón de glicosilación de proteínas en plantas y animales. Las proteínas recombinantes expresadas en plantas 
experimentan la adición de N-glicanos propios de células vegetales [a(1,3)-fucosa y B(1,2)-xilosal, los cuales son añadidos a su 
estructura durante el desplazamiento por los compartimientos del Golgi medio y trans. Nótese que las modificaciones post- 
traduccionales entre ambos tipos de células son iguales hasta el Golgi Cis. La ruta de glicosilación en células animales se indica 
con flechas rojas. Los polipéptidos destinados a permanecer en el lumen del retículo endoplasmático (RE) son marcados con la 
secuencia del tetrapéptido señal (K/H)DEL antes de ser exportados por primera vez desde el RE hacia el Golgi Cis (transporte 
anterógrado), lo cual permite que estos péptidos sean recuperados y devueltos al RE a través del transporte retrógrado (Noguera 
Arnaldo & Fermín Gustavo, Avances en Biomedicina, 2(3), 137-53 (2013). 


nales que estos conjugados son capaces de afec- 
tar. En este sentido, diversos trabajos han pro- 
puesto que la O-glicosilación puede aumentar 
la estabilidad, el rendimiento y el comporta- 
miento fármaco-cinético de muchas proteínas 
que tienen un tiempo de vida media muy corto 
(Xu et al. 2007, Xu et al. 2008, Tan et al. 2010). 
En mamíferos la mayoría de los O-glicanos 
se forman en la vía secretora mediante la 
adición de N-acetilglucosamina en residuos de 
serina o treonina, mientras que en plantas los 


residuos de prolina son convertidos a hidroxi- 
prolina (Hyp) por la actividad dela enzima pro- 
lil-4-hidroxilasa (P4H), los cuales son poste- 
riormente conjugados con arabinosa originan- 
do una estructura que no está presente en 
mamíferos (FIGURA 6) (Montero & Steinkellner 
2018). De esta forma, la principal limitación de 
los O-glicanos producidos en plantas es la pre- 
sencia de residuos de Hyp que obstaculizan la 
modificación propia de mamiferos. 


72 ARNALDO M. NOGUERA A. PITTIERIA 43 


A: N-glycans B: O-glycans 
1. GnGnXF 2. MMXF "n2 Lewis A 13. Hyp 


e oH N Asn Og a -Ser-X-X-Hyp- 


e; y 


Native 


14. Proline 
-Ser-X-X-Pro- 


3 
2 
= 
a 
£ 
a 


4'.GlcNAc [Asn 


6. Bisected 10. AA 15. Mucin 


mno om 9onm a | U 


— old O 
11.NaNa 4 
92 BO 


1 Asn 
+ emm 


Augmented 


12. ud 16. Sialylated 
999999080 -Ser-X-X-Hyp- 


B Asn 
0000000. e 


BiGicNAc @Mannose :;:Xylose AFucose © Galactose Sialic acid [JGalINAc -+Arabinose 


FIGURA 8. Representación esquemática del desarrollo de glicanos en células vegetales. (A) N-glicanos. Nativa: Las tres glicoformas 
principales frecuentemente detectadas en plantas silvestres son 1: GnGnXF, 2: MMXF, 3: Estructura de Lewis A. Simplificada: Simpli- 
ficación de glicanos ocasionada por deleción 4: Man5, estructura generada por deficiencia de la N-acetilgucosaminiltransferasa | 
(GnTI), 4': GIcNAc individual generada por clivaje, 5: GnGn (núcleo eucariótico común). Aumentada: Aumento de glicanos de plantas 
por sobreexpresión estable o transitoria de enzimas glicosilasas foráneas. 6: GnGnbi (estructura bifurcada), 7: ([GnGn])([GnGn]}) (es- 
tructura ramificada), 8: LDN-F (estructura tipo helminto), 9: Estructura de Lewis X, 10: AA (estructura B-1,4 galactosiltranferasa), 11: 
NaNa (estructura a-2,6 sialiltransferasa), 12: PoliSia (estructura polisialidada). (B) O-glicanos. Nativa 13: Glicoforma nativa común (Hi- 
droxiprolina "Hyp" conjugada con residuos de arabinosa). Simplificada 14: Prolina (deleción de la P4H para prevenir la conversión de 
prolina a Hyp). Aumentada 15: Mucina (sobreexpresión de la GalNAc transferasa-2 humana (GalNAcT2) y de la B-1,3-galacto- 
siltransferasa de Drosophila melanogaster (C1GalT1), 16: Glicano sialidado (sobreexpresión de a-2,6 y a-2,3 sialiltransferasa (ST6Gal- 
NAc y ST3Gal-I) (Montero Laura & Steinkellner Herta, Frontiers in Bioengineering and Biotechnology, 6, 1-8 (2018). doi: 
10.3389/fbioe.2018.00081). 
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Dado que esta estructura específica de 
plantas puede formar un determinante inmu- 
nogénico en proteínas terapéuticas recombi- 
nantes, se ha desarrollado una estrategia que 
permite humanizar la vía de la O-glicosilación 
en plantas mediante el silenciamiento del gen 
codificante de la enzima P4H, lo que permite 
remover eficientemente este tipo de modi- 
ficación sobre los péptidos recombinantes (Par- 
sons et al. 2013). En este sentido, actualmente se 
disponen de diversas alternativas que permiten 
manipular la vía secretora de plantas, con el 
propósito de producir péptidos recombinantes 
con patrones de glicosilación lo más parecido al 
de su contraparte mamífero (FIGURA 6), y evitar de 
esta forma el riesgo de incorporar glicanos 
inmunogénicos propios de células vegetales en 
las proteínas heterólogas. 

Un nümero importante de vacunas candi- 
datas basadas en glicoproteínas se han expre- 
sado exitosamente en plantas, dentro de éstas se 
encuentran anticuerpos y antígenos relacio- 
nados con enfermedades humanas de alto 
impacto, como son, la inmunodeficiencia oca- 
sionada por el VIH, las influenzas estacionales 
producidas por los virus de la gripe, así como el 
dengue, la fiebre Zika, la fiebre amarilla, la fiebre 
del Nilo, éstas ültimas ocasionadas todas por 
virus del género Flavivirus. 

La glicoproteína de la envoltura del VIH, 
por ejemplo, es una molécula altamente glicosi- 
lada (Carter & Saunders 2007), la cual experi- 
menta un clivaje proteolítico por una Furin 
proteasa durante su translocación a lo largo de 
la vía secretora para producir dos polipéptidos 
triméricos denominados gp41 y gp120, que re- 
presentan las glicoproteínas de membrana de 
este virus (Decroly et al. 1994, Vollenweider et 
al. 1996). La maduración proteolítica del poli- 
péptido precursor gp 160 es un requisito para 
que adopten la estructura cuaternaria funcio- 


nalmente correcta. En este sentido, se debe con- 
siderar que los epítopes inmunogénicos de las 
gp41 y gp120 contra los cuales se desarrollan 
anticuerpos neutralizantes, están altamente 
glicosilados y además se encuentran estéri- 
camente inaccesibles previo al proceso de cliva- 
je. Por esta razón se han propuesto diversos tra- 
bajos que emplean la expresión transitoria 
mediada por vectores de virus de plantas, de 
determinados epítopes ubicados en el domino 
V3 de la gp 120 y del epítope conservado 
ELDKWAS de la gp41 (Yusibov et al. 1997, 
Marusic et al. 2001). Estudios preclínicos más 
recientes reportaron la producción de anti- 
cuerpos neutralizantes contra la proteína de la 
envoltura viral sin clivar (Georgiev et al. 2015, 
Sharma et al. 2015), los cuales han servido 
como punto de partida para expresar en plantas 
glicoformas triméricas de gp160 no clivadas 
para estudios de inmunogenicidad (Margolin et 
al. 2019). 

Otra glicoproteína utilizada con este enfo- 
que, es la hemaglutinina (HA) presente en la 
envoltura viral de los virus responsables de oca- 
sionar las influenzas estacionales a nivel 
mundial. Al igual de lo que ocurre para VIH 
con su proteína de envoltura, para los influenza- 
virus también es necesario que la glicoproteína 
HA experimente un proceso de glicosilación y 
de un clivaje proteolítico mediado por endop- 
roteasas celulares, para que adquiera su estatus 
de virus infectivo (Margolin et al. 2018). En 
plantas la expresión de este polipéptido se ha 
reportado en sus tres glicoformas; es decir, 
como precursor inmaduro no clivado Ho 
(Mortimer et al. 2012), y como péptido maduro 
mostrando el dominio externo de membrana 
HAa y el dominio transmembranal HA2 (Le 
Mauff et al. 2015). Estos requisitos, bioquí- 
micamente necesarios, son aspectos que la 
ingeniería genética de plantas debe tener en 
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consideración cuando se propone desarrollar 
una estrategia de producción de proteínas he- 
terólogas basadas en cualquier sistema de ex- 
presión, ya sea estable o transitoria. 


TECNOLOGÍA DE LAS VLPs 


Las partículas parecidas a virus, por sus siglas 
en inglés VLP (Virus-Like Particle), consisten de 
proteínas virales derivadas de las proteínas es- 
tructurales de un virus, las cuales se ensamblan 
apropiadamente simulando las características 
morfológicas del virión. Estas proteínas están 
acopladas o embebidas en una bicapa lipídica 
que proviene, bien de la membrana de la célula 
infectada o de una bicapa construida artificial- 
mente, como por ejemplo un liposoma (FIGURA 7). 
Dentro de las características que hacen de las 
VLPs una herramienta biotecnológica intere- 
sante para la producción de fármacos, se puede 
señalar que al no poseer ácido nucleico se 
comportan como unidades no infecciosas, me- 
joran la captación de antígenos por el sistema 
inmune de mucosa, inducen fuerte respuesta 
inmune y proporcionan protección completa, 
pueden purificarse más fácilmente y poseen 
proteínas de cápside capaces de auto-ensamb- 
larse de manera espontánea y estable dentro de 
VLPs, como ocurre por ejemplo, con el virus de 
la hepatitis B (Hepadnavirus), el virus de No- 
rwalk (Calicivirus), el virus de la diarrea muri- 
na (Rotavirus), el virus del papiloma humano 
(Papilomavirus) y el virus de la gripe (Ortho- 
mixovirus) (O'Brien 2000, D ' Aoust et al. 2010, 
Pillet et al. 2015, Marsian y Lomonossoff 2016, 
Pillet et al. 2016, González et al. 2018, MEDI- 
CAGO, 2018). 

Dentro de la tecnología de los vectores vira- 
les para la producción de VLPs, el antígeno del 
core del virus de la hepatitis B (HBcAg) repre- 
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senta una de las primeras partículas producidas 
por expresión transitoria en plantas. La expre- 
sión de una forma monomérica del HBcAg se 
ensambló espontáneamente formando partícu- 
las como el core nativo, las cuales mostraron 
una fuerte inmunogenicidad asociada a su 
forma; es decir, relacionada con la estructura de 
sus espículas y con la presentación repetitiva de 
los determinantes antigénicos sobre su su- 
perficie (Mechtcheriakova et al. 2006). Así 
mismo, se ha establecido una plataforma en 
plantas para la producción de VLPs portando la 
glicoproteína hemaglutinina del influenzavirus 
A. Actualmente esta vacuna candidata, consi- 
derada una de las demostraciones más impor- 
tantes de la agricultura molecular de plantas, se 
expresa en cantidades cercanas a los 50 mg/Kg 
de peso fresco foliar, unos niveles de rendimien- 
to inusualmente altos para este tipo de sistema 
heterólogo (D ' Aoust et al. 2008, Margolin et al. 
2018). Este trabajo pionero, propiedad de la 
trans-nacional Medicago Inc., ha proporcio- 
nado hasta este momento la única glicoproteína 
de origen viral evaluada en humanos (Pillet et 
al. 2016) y sujeta a aprobación por la FDA para 
ser liberada en el año 2020 como vacuna contra 
la influenza. 

Estos alcances, producto de la cohesión de 
ramas de las ciencias tan disimiles como son la 
biología molecular e ingeniería genética de 
plantas, la virología clásica y molecular, la 
inmunología, la tecnología farmacéutica y la 
botánica clásica, representan un hito para la 
industria farmacéutica actual y para la salud y el 
bienestar humano, ya que con los mismos se 
espera producir las vacunas necesarias para 
paliar la problemática ocasionada por las enfer- 
medades infecto-contagiosas más comunes 
presentes a nivel mundial. 
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FIGURA 7. Representación esquemática de la forma in vivo del virus de la influenza y de su VLP. Se comparan las características 
externas de la partícula viral (A) y la VLP (B). Se muestran las proteínas estructurales de la envoltura de un virión in vivo, denomi- 
nadas hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA), la bicapa lipídica (BL) que proviene de la membrana plasmática de la célula 
hospedera y que se adosa sobre la partícula viral durante el proceso de gemación, y la proteína de matriz (M1) que proporciona la 
estructura interna del virión (C). Se observa la estructura de una VLP portando sólo la proteína estructural HA (D). Esta ültima se 
desarrolló utilizando la tecnología propuesta por Medicago Inc., empleando vectores virales inoculados en plantas de N. benthamia- 
na. Se muestran una partícula viral silvestre (E) y una partícula como virus (F) a través de microscopía electrónica de transmisión 
(D'Aoust, Marc-André et al., Plant Biotechnology Journal, 8(5), 607-19 (2010), doi: 10.1111/j.1467-7652.2009.00496.x). 


CONCLUSIONES 


1. La producción de fármacos en plantas es una tecnología promisoria y 
de interés creciente en la industria farmacéutica actual para el desarro- 
llo de vacunas. 

2. Las plantas representan una plataforma económicamente viable y 
segura para el desarrollo de vacunas de interés terapéutico en 
humanos. 
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3. 
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La vía secretora de plantas proporciona una alternativa apropiada para 
expresar péptidos recombinantes con patrones de glicosilación muy 
parecidos al encontrado en proteínas de origen animal. 

La amplia variedad de VLPs producidas en plantas ha inducido el 
desarrollo exitoso de un mecanismo de respuesta inmune protectivo 
en los modelos animales evaluados. 

Dentro de los criterios considerados por las empresas farmacéuticas 
para adoptar la estr-ategia de producción de proteínas recombinantes 
basada en el sistema de expresión mediado por vectores virales, se 
encuentran, factibilidad y rendimiento económico, ma-yor produc- 
ción y rendimiento de la proteína de interés (2 196 de proteínas 
solubles totales), posibilidad de proyectar la producción a gran escala 
en un período corto de tiempo, demanda de infraestructura con 
niveles de bioseguridad no tan estrictos, y por último pero no menos 
importante, que el péptido heterólogo, ya sea vacuna, anti-cuerpo o 
antígeno, sea altamente inmunogénico y que proporcione inmunidad 
a largo plazo. 
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